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CAMPO DELLA TECNICA 
D presente trovato si riferisce al campo della tecnica per la realizzazione di un nuovo cereale dal 
cui seme ottenere farine ad uso alimentare per la produzione di prodolli da forno ottenuti da 
impasti lievitanti delle farine alimentari ed ai lievitati ottenuti da impasti di tali farine. Come 
fclassificazioni Internazionali di riferimento si indicano le classi: C12 n; A01 b . 



) I prodotti da forno attualmente noti sono ottenuti quasi esclusivamente da farine di frumento. 
Tali farine infatti, per la proprieta lievitante del loro impasto con acqua e lievito, mantengono 
una struttura alveolare dopo la cottura in forno. Tale proprieta attribuisce alia farina di frumento, 
impastata opportunamente con acqua e lievito, di formare un impasto sufficientemente elastico 
per trattenere il gas che si produce nella fermentazione e di sviluppare una struttura soffice ed 
elastica dopo la cottura in forno. Responsabili di queste particolari proprieta tecnologiche sono 
le principali proteine di riserva dell'endosperma di frumento: le glutenine ad elevato e basso 



STATO DELLA TECNICA 





peso molecolare. La loro particolare sequenza le rende infatti atte ad interagire per formare una 
complessa struttura tridimensional capace di intrappolare l'anidride carbonica che si sviluppa 
nella fase di lievitazione ed assicurare al prodotto finito un volume specifico elevato. 
Molte persone presentano allergie verso il glutine contenuto nelle farine di frumento, in 
particolare verso le componenti gliadiniche e gluteniniche a basso peso molecolare, e ci6 
richiede particolari attenzioni dietologiche (Sollid, 2000). 
1 II problema da risolvere e quello di produrre delle farine anallergiche ma lievitanti cioe atte a 

formare impasti impiegabili per ottenere prodotti da fomo ed aventi le stesse proprieta 

tecnologiche degli impasti ottenuti con farine di frumento (Schuppan e Hahn, 2002). 

La presente invenzione propone una soluzione ottimale a tale problema e consente di ottenere 

delle farine anallergiche ma lievitanti. 

DESCRIZIONE 

L'invenzione viene ora chiarita con riferimento, a semplice titolo di esempio non limitativo, al 
trasferimento nella farina di riso della capacita di generare impasti lievitanti, elastici ed atti ad 
i ottenere un prodotto da fomo con elevato volume specifico. E' noto che il riso e un cereale dal 
profilo nutrizionale molto particolare ed e considerato l'alimento piu adatto per l'alimentazione 
dei bambini e degli anziani. II riso infatti e un alimento ipoallergenizzante, altamente digeribile, 
con un profilo proteico non molto vario ma di elevata qualita. L'elevata digeribilita e dovuta alia 
piccola dimensione dei granuli di amido che risultano venti volte piu piccoli di quelli di 
frumento e settanta volte piu piccoli di quelli della patata. 




II riso e il secondo cereale dopo il frumento in termini di coltivazioni mondiali; le risaie coprono 
quasi centocinquanta milioni di ettari e producono ogni anno cinquecento milioni di tonnellate 
di riso. L'ltalia in particolare e il primo produttore europeo con circa duecentomila ettari 
coltivati. H riso e tra i cereali maggiori quello con il genoma piu ridotto essendo sessanta volte 
inferiore a quello del frumento e dodici volte piu piccolo di quello del mais. II suo genoma, 
costituito da 12 cromosomi, e completamente sequenziato. La disponibilita della sequenza di 
tutti i geni di questa specie rende possibile lo studio delle sue componenti proteiche di riserva e 
facilita la modifica del suo corredo genetico utilizzando regioni di regolazione specifiche delle 
componenti di riserva del seme. 

L'invenzione inoltre riguarda la costruzione di nuovi plasmidi di espressione che consentono la 
produzione e l'accumulo nel seme di piaiite quali il riso, il mais e la soia di proteine di riserva 
del frumento ed enzimi di origine animale. I nuovi plasmidi di espressione consentono un 
accumulo tessuto specifico delle proteine. 

Nella presente descrizone viene riportato il lavoro di progettazione e di realizzazione del sistema 
di espressione in pianta, con la verifica della sua validita in una pianta quale il riso. Al fine di 
ottenere l'espressione seme-specifica delle proteine si sono utilizzati i promotori e le sequenze 
segnale appartenenti sia ai geni di frumento che ai geni di proteine di riserva del riso. 
Queste sequenze di regolazione e strutturali sono state isolate e donate dalle varieta di frumento 
Cheienne, Centauro, Golia, Pandas e Veronese. II gene per la proteina animale transglutaminasi 
b stato clonato a partire da cDNA di tessuto di fegato di criceto. Tutte le componenti geniche 
donate sono state controllate a livello di sequenza. Le sequenze donate sono state utilizzate tal 




quali o dopo mutagenesi per eliminare eventuali epitopi riconosciuti come attivatori della 
risposta immunitaria nei pazienti con allergia al glutine. I costrutti finali utilizzati per la 
trasformazione del riso, ma utilizzabili anche in altri cereali e nelle leguminose, sono stati 
realizzati in vettori del tipo pUC 19 e con questi si sono trasformati embrioni immaturi di riso 
varieta Ariete e Rosa Marchetti mediante cotrasformazione dei costrutti con metodi fisici. Per 
ogni esperimento di trasformazione, realizzato utilizzando fino a 10 costrutti in varie 
1 combinazioni, si sono selezionate circa 100 piante transgeniche (T 0 ) igromicina resistenti e 
queste controllate a livello molecolare con tecniche PCR. L' eventuate ulteriore combinazione di 
geni di interesse in una unica linea transgenica e stata realizzata mediante incrocio seguito da 
diploidizzazione di linee aploidi, rigenerate da coltura di antere, per raggiungere prima lo stato 
di omozigosi di ogni singolo transgene presente. II controllo della spccificita di accumulo dclle 
varie proteine nel seme e stato eseguito con tecniche dot blot e Western utilizzando anticorpi 
policlonali sviluppati contro le proteine prodotte in E. coli. 

Dunque 1'invenzione rende disponibili: (1) nuove varieta di riso differenziate dalla capacita di 
) accumulo di diverse proteine di riserva di frumento e di un enzima animate in grado di favorire 
la formazione di legami intercatena tra le proteine stesse; (2) nuovi vettori plasmidici costruiti 
per la produzione di proteine di riserva del frumento in altri cereali; (3) una farina di riso con 
caratteristiche tecnologiche simili a quelle delle farine di frumento. 

Un'altra inclusione dell'invenzione comprende i seguenti componenti funzionalmente legati da 
5' a 3' a formare un vettore di espressione plasmidiale: (a) un promotore; (b) una sequenza 
nucleotidica corrispondente alia sequenza aminoacidica delle glutenine di frumento aventi una 



certa sequenza c-terminale, oppure alia transglutaminasi di criceto; (c) un segnale di 
poliadenilazione. 

Le sequenze di DNA da (a) a (c) sono donate in vettori diversi a formare plasmidi. I plasraidi di 
espressione risultanti possono essere utilizzati per la trasformazione di cellule vegetali con 
metodi fisici diretti. Le cellule vegetali trasformate sono selezionate e indotte a formare piante 
intere fertili in grado di formare semi e questi di esprimere i geni delle proteine di riserva o 
enzimatica. 

Un'altra inclusione dell'invenzione comprende sequenze nucleotidiche di glutenine di frumento 
modificate, con tecniche di mutagenesi diretta, per eliminare sequenze aminoacidiche 
riconosciute come allergeniche nelle allergie alimentari al glutine. 

Un'altra inclusione dell'invenzione comprende 1'uso di farine ricavate da seme di piante 
trasformate con i plasmidi sopra menzionati, per la produzione di prodotti da fomo, previo 
impasto e fermentazione. 

Breve descrizione delle tabelle e figure 
) Le caratteristiche, le inclusion! e gli obiettivi dell'invenzione, brevemente richiamati in 
precedenza, diventeranno piu chiari e comprensibili considerando le didascalie delle tabelle e 
figure che seguono. Si fa notare pero che gli esempi in figura illustrano inclusion! preferenziali 
dell'invenzione e percio non si intendono limitative degli scopi. 

Tabella 1. Mostra alcune delle sequenze aminoacidiche delle proteine di frumento scelte per 
l'espressione in riso e il motivo c-terminale LKVAKAQQLAAQLPAMCR conservato 
(posizione 945-962). 



Tabella 2. Mostra la sequenza nucleotidica del gene per l'enzima transglutaminasi di criceto. 
Tabella 3. Mostra una delle sequenze nucleotidiche della regione di regolazione di riso utilizzate 
per Fespressione seme specifica dei geni di frumento e criceto. 

Tabella 4. Riporta la sequenza degli oligonucleotidi utilizzati per il clonaggio dei geni di alcune 

delle proteine di riserva di frumento e dell'enzima transglutaminasi di criceto. 

Tabella 5. Riporta il risultato di un test ELISA eseguito su farina di frumento, farina di riso e 
f 

I nuova farina della linea PLT3000R13-7. 

Figura 1. Riporta il plasmide pIGP 2001 ottenuto dal clonaggio del gene 1Bx7 di frumento. 

Figura 2. Riporta il plasmide pIGP 2002 ottenuto dal clonaggio del gene lBy9 di frumento. 

Figura 3. Riporta il plasmide pIGP 2003 ottenuto dal clonaggio del gene 1Dx5 di frumento. 

Figura 4. Riporla il plasmide pIGP 2004 ottenuto dal clonaggio del gene IDylO di frumento. 

Figura 5. Riporta il plasmide pIGP 2005 ottenuto dal clonaggio del gene 1 Ax2 di frumento. 

Figura 6. Riporta il plasmide pPLT 2006 ottenuto dal clonaggio del gene 1Bx17 di frumento. 

Figura 7. Riporta il plasmide pIGP 2008 ottenuto dal clonaggio del gene GluHMW2 di 
) frumento. 

Figura 8. Riporta il plasmide pIGP 2009 ottenuto dal clonaggio del gene GlulA di frumento. 
Figura 9. Riporta il plasmide pIGP 2010 ottenuto dal clonaggio del gene 1 Axl di frumento. 
Figura 10. Riporta il plasmide pIGP 2012 ottenuto dal clonaggio del gene lDyl2 di frumento. 
Figura 11. Riporta il plasmide pIGP 2050 ottenuto dal clonaggio della variante MUT1 del gene 
IDylO di frumento. 





Figura 12. Riporta il plasmide pIGP 2051 ottenuto dal clonaggio della variante MUT1 del gene 
lBy9 di frumento. 

Figura 13. Riporta il plasmide pIGP 2052 ottenuto dal clonaggio della variante MUT3 del gene 
lBy9 di frumento. 

Figura 14. Riporta il plasmide pIGP 2100 ottenuto dal clonaggio del gene che codifica per la 
transglutaminasi (TG) di criceto. 
I Figura 15. Come esempio si riporta un gel di agarosio con il DNA risultante dal la 
amplificazione mediante PCR, eseguita utilizzando primer specifici per singoli geni di frumento, 
su DNA estratto da piante di riso T 0 trasformate con i plasmidi delle figure 1-14. 
Figura 16. Come esempio si riportano i risultati dell'analisi Southern eseguita su alcune piante 
. Tj della figura 1 5, trsformate con i plasmidi delle figure 1-14. 

Figura 17. Come esemio si riporta un gel SDS-PAGE di proteine totali estratte da semi delle 
piante transgeniche T 2 indicate e l'analisi Western delle stesse, dopo trasferimento su 
membrana, utilizzando anticorpi policlonali specifici per la proteina di riserva di frumento 1 By9. 
) Figura 18. Come esempio si riporta un gel SDS-PAGE di proteine totali estratte da semi delle 
piante transgeniche indicate e l'analisi Western delle stesse, dopo trasferimento su membrana, 
utilizzando un anticorpo policlonale specifico per la transglutaminasi (TG) di criceto. 
Figura 19. Come esempio si riporta un gel SDS-PAGE di proteine totali estratte da linee 
transgeniche di riso trasformate con il gene per la proteina IDylO e l'analisi Western delle 
stesse, dopo trasferimento su membrana, utilizzando un anticorpo policlonale specifico. 




Figura 20. Come esempio si riporta una elettroforesi monodimensionale delle proteine di riserva 
di alcune varieta di firumento con evidenziate le bande conispondenti ai geni clonati. 
Figura 21. Come esempio si riporta una elettroforesi monodimensionale delle proteine di riserva 
di frumento dove sono visibili le due classi di glutenine ad elevato e basso peso molecolare. 
Figura 22. Come esempio si riporta il risultato di una analisi Western eseguita sulle proteine 
della figura 21, dopo trasferimento su membrana, utilizzando il siero di un paziente con allergia 
al glutine, per evidenziare il riconoscimento quasi esclusivo delle glutenine a basso peso 
molecolare. 

Figura 23. Come esempio si riporta il risultato di una prova di panificazione eseguita 
utilizzando, nell'impasto, la farina prodotta da una linea transgenica di riso (destra) che esprime 
le proteine di frumento lAxl, 1Dx2, 1Dx5, 1Bx6, 1Bx7, 1Bx17, MUTllDxlO, MUTllBy9 e 
Penzima TG a confronto con una farina di riso normale (sinistra). 

Figura 24. Come esempio si riporta, in sezione, il risultato della prova descritta in figura 23 per 
mostrare l'alveolatura e la lievitazione ottenuta con la nuova farina a confronto con una farina di 
riso. 

Figura 25. Come esempio si riporta l'alveogramma ottenuto con la nuova farina ricavata dal 
seme della linea riportata in figura 23. 

Figura 26. Come esempio la figura riporta il risultato di una analisi PCR per dimostrare la 
presenza del gene per Tenzima transglutaminasi nelle linee trasformate. 



Descrizione dettagliata dell'invenzione 
Per il clonaggio delle sequenze corrispondenti ai geni delle glutenine ad elevato peso 
molecolare, di frumento, con o senza la regione di regolazione, e stata utilizzata la tecnica della 
reazione a catena della polimerasi (PCR) a partire dalle informazioni di 'sequenza presenti in 
banca dati. In questo caso si e utilizzato DNA genomico estratto da foglie di Triticum aestivum 
delle cultivar Cheienne, Chiarano, Centauro, Golia, Pandas e Veronese. Alcuni degli 
^ oligonucleotidi utilizzati per ramplificazione specifica sono riportati in tabella 4. 

Per il clonaggio della sequenza corrispondente al gene di criceto che codifica per l'enzima 
transglutaminasi e stata utilizzata la tecnica RT-PCR. In questo caso si e utilizzato RNA totale 
estratto da fegato di criceto e gli oligonucleotidi utilizzati per ramplificazione sono riportati in 
tabella 4. Una volta clonati i geni che codificano per le proteine di frumento sono stati utilizzati 
tal quali oppure sottoposti a cicli di mutagenesi sito diretta per sostituire specifici aminoacidi. In 

i 

particolare le sequenze nucleotidiche modificate codificano per le sequenze aminoacidiche del 
tipo, a solo titolo di esempio non limitative, PFPQPQLPY, PQPQLPYPQ, PYPQP£>LPY, 
| LQLQPFPQPQLPY, QQGYYPTSPQQSG, QQGYYPTS, PFSQQQQQ, QSEQSQQPFQPQ e 
QXPQQPQQF ponendo particolare attenzione alia sostituzione delle glutamine e degli altri 
aminoacidi nelle posizioni sottolineate (Wiliemun et al., 2002; Shan et al., 2002). 
Per il promotore PROL di riso si e partiti da informazioni di sequenza ricavate da esperimenti di 
differential display che evidenziavano la specificity d'espressione nel seme del clone originale. 
A seguito del confronto di sequenza in banca dati il clone e risultato corrispondere al 100% alia 
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sequenza con Acc. Number AF1 56714 e da questa si e partiti per il clonaggio con tecnica PCR 
dal DNA genomico della varieta Ariete. 

Nel caso del firumento i prodotti deiramplificazione corrispondono alle dimensioni attese per i 
singoli geni in base ai dati di sequenza EMBL. Nel caso del promotore di riso il DNA stampo e 
stato estratto da foglie di Oiyza sativa varieta Ariete e il prodotto di amplificazione corrisponde 
alle dimensioni attese in base ai dati di sequenza EMBL. 

| A partire dai frammenti amplificati, mediante Iigazione nel vettore pGEM-T, si sono costruiti i 
vettori da cui i singoli frammenti sono stati recuperati, utilizzando gli enzimi indicati, per 
inserirli nel vettore pPLT 100 (derivato da pUC19) ed ottenere i costrutti fmali riportati nelle 
figure 1-14. 1 plasmidi ottenuti sono stati controllati mediante analisi di restrizione con diversi 
enzimi e un clone per tipo e stato scelto e sequenziato. I cloni sequenziati si sono rilevati identici 
alle sequenze presenti in banca dati, con Teccezione della sequenza del promotore PROL che 
presentava alcune differenze nucleotidiche con la sequenza depositata. I plasmidi pIGP2001, 
pIGP2002, pIGP2003, pIGP2004, pIGP2005, pPLT2006, pIGP2008, plGP2009, pIGP2010, 

| pIGP2012, pIGP2050, pIGP2051, pIGP2052, pIGP2100 e pIGP2500 (che porta il gene di 
resistenza airigromicina, utilizzata per la selezione dei trasformati) sono stati purificati da 
colture cellulari di E. coli e il DNA utilizzato per la trasformazione degli embrioni di riso con 
tecnica biolistica. 

Le piante T 0 sono state controllate mediante PCR (figura 15), le T) mediante analisi Southern 
(figura 16) e le T 2 e generazioni successive, mediante analisi Western (figure 17, 18 e 19). Le 
piante positive alia PCR portavano tutte airaccumulo della proteina corrispondente, riconosciuta 





dagli anticorpi specifici, solo nel seme. La presenza della proteina ricombinante solo nel seme e 
non nelle foglie e stata verificata in tutte le piante transgeniche esaminate. 
Esempio 1: Clonaggio dei geni che codificano per le proteine di frumento. 

I geni di interesse sono stati clonati a partire da DNA genomico di frumento estratto da singole 
varieta conosciute per avere una buona espressione della proteina di interesse. Si sono utilizzate 
principalmente le varieta di frumento tenero Cheienne, Chiarano, Centauro, Golia, Pandas e 
Veronese. II DNA genomico e stato utilizzato come templato in reazioni di PCR che si sono 
dovute ottimizzare per ogni singolo gene (Mullis e Faloona, 1987). Come esempio di seguito si 
riportano le condizioni utilizzate per ramplificazione del gene Axl: denaturazione iniziale a 
98°C per 3 min, seguita da 38 cicli con denaturazione a 95°C per 1 min, annealing a 62°C per 1 
min, estensione a 72°C per 4 minuti, seguita da una sintesi finale a 72°C per 10 min. I primer 
utilizzati sono stati disegnati, per ogni singolo gene (tabella 4), considerando sia la parte 
strutturale da sola, a partire dairATG fmo al codone di stop, sia la parte strutturale piu la 
regione di regolazione in 5' e in 3 \ 

I frammenti amplificati sono stati clonati nel vettore pGEM-T (Promega), sequenziati e 
subclonati sia in vettori per l'espressione in E. coli (pET 28) per produrre la proteina da 
utilizzare neirimmunizzazione dei conigli, sia in vettori di espressione specifici per riso (pPLT 
100). Nei casi in cui i geni sono stati modificati questi sono stati sottoposti a cicli di mutagenesi 
eseguita nel vettore pGEM, seguita da un ulteriore sequenziamento per la verifica delle 
variazioni introdotte nei codoni. 



Esempio 2: Trasformazione genetica di embrioni di riso. 




Le piante delle varieta di riso Ariete e Rosa Marchetti, scelte per l'esecuzione della 
trasformazione genetica, sono state seminate in serra a marzo. All'epoca della fioritura le singole 
spighe sono state cartellinate indicando la data esatta di fioritura e dopo 1 1 giorni gli embrioni 
immaturi sono stati excisi dal seme, in condizioni sterili, per la trasformazione genetica con 
metodi fisici, utilizzando lo strumento PDS-1000/He (BioRad). La modifica genetica e stata 
eseguita utilizzando una tecnica di co-trasformazione in cui il marcatore di selezione (resistenza 
airigromicina) era presente su un plasmide separato (pIGP 2500) da quelli contenenti i geni di 
interesse (pIGP 2001-2100). 

Negli esperimenti di trasformazione la concentrazione totale di DNA era di 1 jig/jxl, utilizzando 
0,6 \ig di DNA per ogni bombardamento del tessuto bersaglio. II rapporto tra DNA con il 
marcatore di selezione e DNA con il gene o i geni di interesse era 1:5 (calcolato sul numero di 
molecole). Quando la trasformazione comprendeva piu geni di interesse il rapporto rimaneva 
costante tra plasmide di selezione e il plasmide con il gene di interesse (1:5), mentre i geni di 
interesse tra di loro rimanevano nel rapporto 1:1 (es. per 6 geni il rapporto molare finale era di 
1:5:5:5:5:5:5). La trasformazione e stata realizzata trasferendo sia il plasmide marker in 
combinazione con un solo plasmide con il gene di interesse, sia con diversi (fino a 10) plasmidi 
con i geni di interesse (Chen et al., 1998). Nel caso di trasformazione con uno o pochi geni di 
interesse, o quando l'analisi molecolare ha evidenziato la presenza di solo alcuni dei geni 
introdotti, le linee transgeniche ottenute sono state incrociate tra di loro per riunire in una unica 
linea i diversi geni. Le singole piante segreganti che presentavano i geni di interesse sono state 
diploidizzate a partire da aploidi ottenuti dalla coltura di jml£^ 1'omozigosi dei 





singoli geni. Gli espianti bersaglio, approssimativamente 30 embrioni immaturi, vanivano 
raggruppati al centro di una capsula Petri, 6 giorni dopo il prelievo, contenente il terreno 
osmotico NB con 0,4 M mannitolo. Dopo incubazione per 4 ore gli embrioni venivano 
bombardati, utilizzando particelle d'oro, diametro 1,5-3,0 micron, per 2 volte alia pressione di 
1100 psi e 27 inches di vuoto di Hg. Ventiquattro ore dopo il bombardamento gli embrioni 
venivano trasferiti singolarmente in terreno NB ed incubati per 3 giorni a 28°C al buio e poi 
trasferiti su terreno solido di selezione contenente 50 mg/litro di igromicina B. Dopo 2 settimane 
di selezione gli embrioni venivano trasferiti in un terreno di selezione liquido R2 (Ohira et al. 
1973) supplementato con 1 mg/1 di 2,4-D, 1 mg/1 tiamina, 30 g/1 saccarosio e 50 mg/1 igromicina 
B. Gli embrioni venivano mantenuti a 90 rpm su una piastra rotante per altre 2 settimane, 
cambiando il terreno a meta periodo. Quando i calli resistenti alia igromicina diventavano 
visibili venivano trasferiti in un terreno per aumentare la massa di callo (R21) e poi al terreno di 
rigenerazione (MS), contenente 2,5 mg/1 BAP e 0,5 mg/1 NAA, alia luce con fotoperiodo di 16 
ore. Gli apici rigenerati venivano poi trasferiti in terreno di radicazione per 4 settimane e poi nei 
vasi in serra. 

Esempio 3: Produzione di un impasto 

La produzione dell'impasto e stata eseguita seguendo una identica procedura per la farina di 
frumento (var. Veronese), la farina di riso (var. Rosa Marchetti) e la nuova farina (linea 
PLT300R13-7). 500 gr di farina sono stati impastati con 350 ml di acqua, 10 gr di sale, 10 gr di 
zucchero e 7 gr di lievito secco attivo. L'impasto e stato ottenuto utilizzando un autobakeri e 
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lavorando la miscela per un tempo di 10 minuti. L'impasto e stato mantenuto in lievitazione per 
I ora a 37°C, seguito dalla cottura a 200°C per 60 minuti. 

Bibliografia: Chen L., et al. 1998. Nature Biotechnology 16:1060. Mullis K.B., Faloona F.A. 
1987. Method. Enzymol. 155:335. Ohira K., Ojima K., Fijiwara A. 1973. Plant Cell Physiol. 
14:1113. Sanford J.C., Smith F.D., Russel J.A. 1993. Meth. Enzymol. 317:483. Schuppan D., 
Hahn E.G. 2002. Science 297:2218. Shan L. et al. 2002. Science 297:2275. SoUid L.M. 2000. 
Annu. Rev. Immunol. 18:53. Willemun V., et al. 2002. Gastroenterology 122:1729. 

RI VENDIC AZIONI 

1. Una farina ad uso alimentare con specifiche caratteristiche tecnologiche quali la capacita di 
lievitare e caratteristiche alimentari quali bassa allergenicita; 

2. Una farina come al punto 1 derivata dal seme di una pianta ottenuta inserendo nel suo 
genoma uno o piu geni che codificano per proteine di riserva del frumento; 

3. Una farina derivata dal seme di una pianta ottenuta inserendo nel suo genoma un gene che 

codifica per l'enzima transglutaminase 

4. Una farina derivata dal seme di una pianta ottenuta inserendo nel suo genoma diverse 

combinazioni dei geni indicati nelle rivendicazioni 2 e 3; 

5. Una farina derivata dal seme di una pianta di riso modificata geneticamente inserendo nel suo 

genoma i geni secondo la rivendicazione 4; 

6. Una farina derivata dal seme di una pianta di mais modificata geneticamente inserendo nel 
suo genoma i geni secondo la rivendicazione 4; 
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7. Una farina derivata dal seme di una pianta di soia modificata geneticamente inserendo nel 
suo genoma i geni secondo la rivendicazione 4; 

8. Una sequenza nucleotidica che codifica per la sequenza aminoacidica 
LKVAKAQQLAAQLPAMCR presente nella parte C-terminale di una classe delle proteine 
di riserva di frumento; 

9. Un plasmide ricombinante comprendente: (i) una sequenza di DNA di regolazione specifica 
di una pianta; (ii) una sequenza strutturale di una proteina di riserva di frumento; 

10. Un plasmide ricombinante comprendente: (i) una sequenza di DNA di regolazione specifica 
di una pianta, per esempio di riso; (ii) una sequenza strutturale di una proteina di riserva di 
frumento contenente la sequenza aminoacidica del punto 8; 

11. Un plasmide ricombinante comprendente: (i) una sequenza di DNA di regolazione specifica 
di una pianta; (ii) una sequenza strutturale di una proteina di riserva di frumento modificata 
mediante tecniche di ingegneria proteica per eliminare specifici epitopi; 

12. Un plasmide ricombinante secondo le rivendicazioni 9 e 11 e dove la sequenza di 
regolazione della cassetta di espressione proviene dal gene corrispondente alia proteina di 
riserva di frumento; 

13. Un plasmide ricombinante secondo la rivendicazione 9 e dove la sequenza di regolazione 
della cassetta di espressione proviene dal gene corrispondente ad una proteina di riserva di 
un cereale o di una leguminosa; 

14. Un plasmide ricombinante secondo la rivendicazione 9 dove la sequenza strutturale 

corrisponde alia proteina enzimatica transglutaminase y 
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15. Cellule vegetali trasformate con il DNA di una delle rivendicazioni da 9 a 14; 

16. Cellule vegetali trasformate con il DNA di due o piu delle rivendicazioni da 9 a 14 in diverse 

combinazioni; 

17. Piante trasformate esprimenti i geni presenti nei plasmidi delle rivendicazioni da 9 a 14; 

18. Piante trasformate esprimenti i geni presenti in due o piu dei plasmidi delle rivendicazioni da 9 



19. La produzione di farine a partire dal seme delle piante delle rivendicazioni da 2 a 7, ottenute 

con tecniche molitorie specifiche; 
2 0. La produzione di prodotti da forno ottenuti a partire da farine o concentrati proteici della 

rivendicazione 19; 

21. La produzione dell'enzima transglutaminasi partendo da farine derivate dal seme deile piante 
della rivendicazione 3, 4, 5, 6 e 7. 
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MboU{\620) 
Dde I (2003) 
\ 4/7 111 (2277) 



M>oII(24ll) 
Dde 1 (2658) 
AVfe I (2857) 
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Sac 1 (5820) 
£coR!(5810) 
Mbo II (5697) 
Mir ! (5650) 
Nde I (5598) 

\ 

Dde I (5585) \ 
Dde I (5350) \ ' 

Afto U (5209) 

P(BLA) 

M>oll(5100) \ 

J&n/i I (5026) \ ^\ 
Mbo II (5022)\ \ 
Dde I (4924) v>$*\ 

APr 

NOS-ter^ 

Dde I (4384) 
M>olI(4267) 

Dde I (4218)^,^ 
A/Jo II (4196)' 
Dde I (3809) 



^/Z III (3534) 

A/6o II (3405) 

P(LAC) 

AJl III (3025) 





P1GP2010 

5830 bp 



BamH 1(1) 

promoter 

Mbo 11 (1 12) 
Aiboll(125) 
Dde I (137) 
Nco\(\69) 

AftolI(174) 

M>o 11(217) 
Dde 1 (292) 
X^ac I (391) 
\ ^cc I (427) 
, \ Acc 1 (578) 




Fit*? 





Dde 1 (603) 
Dde I (618) 
Mbo II (658) 



M/Jd HI (661) 
I^co^l (840) 
Dd<y (912) 
Mbo II (964) 

Mbo II (2251) 
Dde I (2305) 



p/11 (2791) 
Bpu 11021 (2791) 
Dde 1(2791) 
Afco I (2834) 
EcoR 1 (2849) 
£coR I (2869) 
Pst 1 (2892) 



Wfl III (5827) 
Pst 1 (5694) 
Acc 1 (5685)' 
Sal I (5684)' 
Xha I (5673)1 
Mbo 11 (5338) 
Dde I (5228) 
Am/il(5l73) 
////id III (5172)] 
1 (5062) 
Pst 1(48 16) 
ftl 1(4471) 
^1(43631 



\ 

Pst I (4 1 80Ji 

Dyf2 

£)£/el(4129V 
£)cfe I (408<£ 
D£/eI(403wi ^ 
1 (3994VA 
Dde I (3949) j|\ 
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Pst I (3649) \| 
/>*/ 1 (3586) \\ 
Hind 111 (3493)* • 
Xmn 1(3422) 
MboW (3415) *^ 
^5/ 1 (3391) 
to;/! II (3357) 

A-co 1(3231) 

Sac I (3 180) 
Sac 1(3 169) 
/>rf 1(3 154) 
Dde I (3070^ 
0pu 1 1021 (3070) 
Ce/ II (3070) 



A/fc> 11(231) 

4/7 III (360) 
ORI 

Zta?I(635) 
Mbo U (1022) 
Dde 1(1044) 
Art>o 11(1093) 
£><te 1(1210) 

x APr 

Dde I (1750) 
Mfco 11(1848) 
A/n/f 1(1852) 
A/to 11(1926) 

f(BLA) 

A/to U (2035) 
Z><feI(2I76) 
£>ri?I(2411) 
\ ! de 1 (2424) 
Nar I (2476) 
A/to II (2523) 
£coR 1 (2638) 
Dde 1 (2705) 
/Ice 1(2739) 
Mbo II (2903) 
Ate I (2915) 



Bo? oo ?A 0 



A76o II (5425) 
Aur I (5378) 
AVtf I (5326) \ 
Dde I (531 J) * 
Dde I (5078) 

P(BLA) 

Mbo II (4937) \ 
A/fco 11(4828) 
Xmn I (4754) 
A/to II (4750) ' 
£>cfe!(4652)_ 
NOS-ter 

£>fteI(4U2) 
fi,fbo 11(3995) 
Dde I (3946) 
Mbo II (3924) 

0</e I (3537) 
Repeat Region 2 

ORI 
Aft HI (3262) 

M&o!I(3!33)* / 

P(LAC) 



£coRl(t) 
5a/I(40) 
^cc I (41) 
A/el (49) 
//widlll(54) 
Met (129) 

/fee 1(163) 

A/&<? It (329) 
XX/e 1(341) 




CW II (495) 

tyw 1 1021(495) 
Dde I {49$) 
v Sac I (594) 

> Sac 1 (605) 

V \ 

.i* \ Atol(656) 

£amHI(782) 
jj\\V/>jf 1(816) 
II (840) 
1(847) 
I \ \V/^id IU (918) 
\ \ W\Wl(!074) 
\ \ \y fj/l(III9) 

1(1338) 
^0*1(1383) 

\V\Promoter E 1 

^Mel(l428) 
\ \ Me I (1473) 
\Ddel(\S\a) 
1(1569) 
/>j||(1758) 
ft/ I (1866) 



\ Psi I (2451) 
Me I (2481) 
: Repeat Region 1 
?.'.;7/i/id 111(2561) 
^ITcoR 1(2577) 
£.Sac I (2587) 
'^BamH I (2598) 
£jTOa I 12604) 
^/I(26I0) 
|/<cc I (261 1) 
ft/ 1(2620) 
4/7 III (2753) 

/. ' 
1' 
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Afl III (5648) 
Dde I (5522) 
Bpu 11021 (5522) * 
Cel II (5522)1 

Pst I (4924) 
Pst I (4600) 
/>sf 1 (4555) 
Pj/ 1(4510) 
£tfel(4459)\ 

fBy<§ 

Dde I (4369) W 
Dde 1 (4324)\\\\\ 
Dde I (4279) 
Pst 1(4000^ 
Pst I (394.3) «i 
M>o II (3925) <• 
H;>id III (38 
Defe I (37 
A'm«I(3734) ll .., ... 

flirt 

Mbo 11(3727) WW/ 
Pst I (3703) ".Vtr? 
BumjH I (3669) 
Drfe I (3598) 
Nco I (3543) 
Sac I (3492) 





EcoR 1(1) 

A/6o 11(119) 

/ 

/' Nar I (163) 



plGP2051 

5793 bp 




Sac I (3481) ^ ^&/. 
Dde I (3382)^* ^ V 
Bpu 11021(3382) 
Cel II (3382) 
Mbo II (3327) 

Dt/e 1(3161) 
£coRV(3I07) 

PROL 

Dde I (2985) 
Hmd III (2982) , 
Afllll (2937) 



Mfe 1(215) 

£><fe I (227) 

Dde 1 (462) 
\.\Af6olI(607) 
. Mbo II (716) 

\ S K Mbo II (794) 
\Dde I (888) 
(1428) 
(1549) 




X 



/ ^ Wio II 



•.£>cfe 1(1594) 
M6oII(1620) 



I (2003) 
4/7 III (2277) 
M>o 11 (241 1) 
Dde I (2658) 
Nde 1 (2857) 





AJl III (5648) 
Dde I (5522) 
Bpu 1 1021 (5522) ( 
Cel II (5522); 

Pst I (4924) 
/\sf I (4600) 
Pst I (4555) 
PjM(4510) 
D<fel(4459)lV 

1By9;; 

Ate I (4369) 
Drfe I (4324)j 
D<fel(4279> 

/^rI(4006/,M 
/>*M(3943)M 

M>o Ii (392£).;\ 

ill 

////id IIl(38Cfo 

ATwn I (3734>ll« 
M>o II (3727) 
ft/ I (3703) 
ZtamH I (3669) 
D<fel(3598) . 
Nco l (3543) 
Sac 1 (3492) 
■Sac I (348 1) 
Dde I (3382) 
Bpu 11021(3382) 
Cel II (3382) 

M>oII(3327) ' / .*. 
£></<? I (3161) 
£eoRV(3l07) . 

PROL ; 

Dde 1(2985).' ( 
//md III (2982) / 
AJl III (2937) 



•7 ; 



£coRI(l) 



/ 



Mbo\\{\\9) 



Nor 1(163) 



pIGP2052 

5793 bp 





iV^e I (215) 
^^^^fel(227) 

. ^><tel(462) 
\ M>oll(607) 
M>oII(716) 
>/\ */w«I(789) 
-^./^Mbo 11 (194) 

/^^\\\Dde I (888) 
V'.Afe 1(1428) 
V JM*olI(l549) 
v/ \ \Defe 1(1594) 
, v A/Ao II (1620) 

Dae I (2003) 
AJl 111 (2277) 
M>olI(24il) 
£>aVr 1 (2658) 
Nde 1 (2857) 




&O2 0 



Afl Hi (5578) 
Sac I (5456) 
A/to I! (5240) 
A/to II (5225) 
£coRU(5134) 
BamH I (4988) 
£co Rll (4984) 
£co RU (4942) 
£oi»HI(48I3) 
A/to II (4791) 
///ndill (4735) i 
A/to II (4734) ( 
A/to 11(4658) \l . 
BaywH I (4588) \ \ \ x 
Mbo 11 (4478) 

Eco Rll (4459) 

i 

Eco RII (4444) 
£coRll(442l)\\ 

tg}\\\\ 

£co Rll (4414) 
£coRlI(4404) ; ^\i\»- 
A/to Il(4205);.V|\* * ,j 
£coRIl (4134)'vS^ 
Ac© I (4054) 
✓Icr 1 (4030 
Mbo 11(4001) 
Mbo II (3945) 
Eco RU (3943) 
5a/nH I (3940) 
Eco RII (3880) 
Eco RU (3751) _ 
£co RU (3730)" 
Bpu 11021(3687) 
C\I 11 (3687) 
Eco RU (3636) 

Eco RU (3394) 
.Vto 1(3372) ■ 
Mbo II (3327) ' J 

£a>RV(3l07) 

PROL 

Hind III (2982) , 
AJI III (2937) 




Ata?I(215) 
A/to II (607) 
. A/to II (716) 
\ A'mn I (789) 
Mbo II (794) 

A/to 11(1549) 
Mbo II (1620) 

£coRJl(21I6) 
"£co Rll (2129) 
£a> Rll (2250) 
4/1 III (2277) 
\ Mbo II (241 1) 
£co RII (2538) 
Nde 1 (2857) 
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Figura 15. Gel di agarosio colorato con etidio bromuro e fotografato alia luce UV per 
evidenziare i prodotti di amplificazione ottenuti utilizzando DNA estratto da foglie di linee 
di riso trasformate con il vettore pIGP2002 e due primer che amplificano un frammento 
interno al gene di circa 300 pb. M = marcatori di peso molecolare (100 bp ladder 
(Promega); C+ = controllo positivo (DNA plasmide); 1-16 = singole piante di riso 
rigenerate su terreno di selezione; 17 = controllo negativo (DNA estratto da una pianta della 
var. Rosa Marchctti). Le piante positive sono quelle chc presentano il frammento indicato 
dalla freccia. 
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Figure 16. Anahsi Southern eseguita utilizzando DNA estratto da linee transgeniche di riso 
positive alia PCR. Come sonda si e utilizzato un frammento del gene By9 il DNA 
genomico di riso e stato tagliato con due enzimi in modo da avere una indicazione del 
numero di copie del gene present! in ogni Iinea. 1-9 = linee transgeniche di riso trasformate 
con il plasmide pPG12002; C- = controllo negativo (DNA della var. Rosa Marchetti)- C+ = 
controllo positive y ' 
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Figura 17. Analisi Western eseguita su proteine totali, estratte da seme di riso transgenic^ 
dopo separazione mediante elettroforesi SDS-PAGE, trasferimcnto su membrana e 
| nlevazione in chemiluminescenza utilizzando come anticorpo primario un policlonale 
prodotto in coniglio e specifico della proteina By9. W = proteine totali estratte da seme di 
frumento; 1-10 = proteine totali estratte da seme di una linea transgenica di riso in 
segregazione; C+ = controllo positivo (proteina By9 prodotta in E. coli). 
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Figura 18. Analisi Western eseguita su proteine totali, cstratte da seme di riso transgenico, 
dopo separazione mediante elettroforesi SDS-PAGE, trasferimento su membrana e 
rilevazione in chemiluminescenza utilizzando come anticorpo primario un policlonale 
prodotto in coniglio e specifico della proteina transglutaminasi (TG). 1-7 = proteine totali 
estratte da seme di alcune linee transgeniche di riso; C+ = controllo positivo (proteina TG 
prodotta in E. coli); C- = controllo negativo (proteine estratte dalla van Rosa Marchetti). 
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Figura 19. Analisi Western eseguita su proteine totali, estratte da seme di riso transgenico, 
dopo separazione mediante elettroforesi SDS-PAGE, trasferimento su membrana e 
rilevazione in chemiluminescenza utilizzando come anticorpo primario un policlonale 
prodotto in coniglio e specifico della proteina DylO. W = proteine totali estratte da seme di 
frumento; 1-11 = proteine totali estratte da seme di diverse linee transgeniche di riso; C+ = 
controllo positivo (proteina DylO prodotta in E. coli); C- = controllo negativo (proteine 
estratte da seme della var. Rosa Marchetti). 
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Figura 20. Colorazione con comassie blu di un gel SDS-PAGE per evidenziare le glutenine 
ad elevato peso molecoiare presenti nelle varieta indicate e utilizzate, assieme ad altre 
varieta, nel lavoro di clonaggio dei singoli geni corrispondenti. 





Figura 21. . Colorazione con comassie blu di un gel SDS-PAGE per evidenziare le glutenine 
ad elevato peso molecolare (parte alta del gel) e le glutenine a basso peso molecolare (parte 
bassa del gel) presenti in 9 varieta di frumento tenero. 




Figura 22. Analisi Western eseguita su proteine totali della figura 21 dopo trasferimento su 
membrana e rilevazione in chemiluminescenza utilizzando come anticorpo primario le IgA 
+ IgG del siero di un paziente celiaco. 





Figura 25. Risultati deH'alveogramma eseguito sulFimpasto ottenuto dalla farina della 
tabella 5. 1 valori sono P/L = 0.78 mmH20/mm e W - 28 E-4J. 
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Coutrollo Riso PRTG 

Primer IGP237 5 , -TCTAGAATGGCAGAGGATC^GATCCTGGAG-3 , 
Primer IGP238 S'-GAGCTCTTAGGCGGGGCCGATGATGACGO' 
Ampl. 2070bp 

Gel 0.8% -Marker 1Kb 




Figura 26. Gel di agarosio colorati con ctidio bromuro e fotografati alia luce UV per 
evidenziare i prodotti di amplificazione ottenuti utilizzando DNA estratto da foglie di linee 
di riso trasformate con il vettore pIGP2100 e due primer che amplificano il gene di circa 
2070 pb. lkb = marcatori di peso molccolare; P+ = conlrollo posilivo (DNA plasmide); B = 
controlio negativo (DNA estratto da una pianta dclla var. Rosa Marchetti). Le piante 
rappresentano progenie di alcune line trasformate. 
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1 at£gcagagg atctgatcct ggagagatgt gatttgcagc tggaggtcaa 
51 ggccgcgacc accgcacggc cgacctgtgc cgggagaggc tggtgttgcg 
101 gcggggccag cccttctggc tgacgctgca ctttgagggc cgtggctacg 
151 aggctggtgt ggacactctc accttcaacg ctgtgaccgg cccagatccc 
201 agtgaggagg ccgggactat ggcccggttc tcactgtcca gtgctgtcga 
251 ggggggcacc tggtcagcct cagcagtgga ccagcaggac agcactgtct 
301 cgctgctgct cagcacccca gctgatgccc ccattggcct gtatcgcctc 
351 agcctggagg cctccactgg ttaccagggc tccagcttcg tactgggcca 
401 cttcatcctg ctctacaatc ctcggtgccc agcggatgct gtctatatgg 
451 actcagacca agagcggcag gagtatgtgc tcacccaaca gggcttcatc ^ 
501 taccagggct cggccaagtt catcaatggc ataccttgga acttcgggca § 
551 gtttgaagat gggatcctgg atatttgcct. gatgctcttg gacaccaacc 
601 ccaagttcct gaagaatgct ggccaagact* gctcgcgccg cagcagacct 
651 gtctacgtgg gccgggtggt gagcgccatg gtcaactgca atgacgatca 
701 gggcgtgctt cagggacgct gggacaacaa ctacagtgat ggtgtcagcc 
751 ccatgtcctg gatcggcagc gtggacatcc tgcggcgctg gaaagactat 
801 gggtgccagc gcgtcaagta cggccagtgc tgggtcttcg ctgctgtggc 
851 ctgcacagtg ctgcggtgcc ttggcatccc cacccgagtc gtgaccaact 
901 ttaactcagc ccacgaccag aacagcaacc tgctcatcga gtacttccga 
951 aacgagtctg gggagatcga ggggaacaag agcgagatga tctggaactt 
1001 ccactgctgg gtggagtcgt ggatgaccag gccggacctg gagcctgggt 
1051 acgaggggtg gcaggccctg gaccccacac cccaggagaa gagtgaaggg 
1101 acatactgct gtggcccagt tccgqttcga .gccatcaagg agggccacct 
1151 gaacgtcaag tatgatgcac ctttcgtgtt tgctgaggtc aatgctgacg 
1201 tggtgaactg gatccggcag aaagatgggt ccctgcgcaa gtccatcaac 
1251 catttggttg tggggctgaa gatcagtact . aagagtgtgg gccgcgatga 
1301 gcgagaggac atcacccaca cctacaagta cccagaggga tctgaagagg 
1351 agcgggaagc ttttgttagg gccaaccacc taaataaact ggccacaaag 
1401 gaagaggctc aggaggaaac gggagtggcc atgcggatcc gtgtgggcca 
1451 gaacatgact atgggcagtg actttgacat ctttgcctac atcaccaatg 
1501 gcactgctga gagccacgaa tgccaactcc tgctctgtgc acgcatcgtc 
1551 agctacaatg gagtcctggg gcccgtgtgc agcaccaacg acctgctcaa 
1601 cctgaccctg gatcccttct cggagaacag catccccctg cacatcctct 
1651 atgagaagta cggtgactac ctgactgagt ccaacctcat caaggtgcga 
1701 ggcctcctta tcgagccagc agccaacagc tatgtattgg ccgagaggga 
1751 catttacctg gagaatccag aaatcaagat ccgggtcttg ggggagccca 
1801 agcagaaccg caagctgatt gctgaggtgt ctctgaagaa tccgctccct 
1851 gtgccgctgc tgggttgtat cttcaccgtg gaaggagctg gcctgaccaa 
1901 ggaccagaag tcggtggagg tcccagaccc cgtggaagca ggggagcaag 
1951 cgaaggtacg ggtggacctg ctgccgacgg aggtgggcct ccacaagctg 
2001 gtggtgaact tcgagtgcga caagctgaag gccgtgaagg gctatcggaa 
2051 cgtcatcatc ggccccqcc t aa 




Tabella 2. Sequenza nucleotidica del gene che codifica per la 
transglutaminasi di criceto da noi clonato a partire da 
mRNA di fegato e sequenziato. Le basi sottolineate indicano 
il codone di inizio e di stop. 




prom prol KB / 



Acs! 



Apol 



Asp700 



Xmnl 



EcoRl 



G AATTC CTTC TACATCGGCT TAGGTGTAGC AACACGACTT TATTATTATT 
CTTAAGGAAG ATGTAGCCGA ATCCACATCG TTGTGCTGAA ATAATAATAA 



BsmFI 

51 ATT ATT ATT A TT ATT ATT AT TTTACAAAAA TATAAAATAG ATC AGTCCCT 

TAATAATAAT AATAATAATA AAATGTTTTT ATATTTTATC TAGTCAGGGA 

101 CACCACAAGT AG AG C AAGTT GGTGAGTTAT TGTAAAGTTC TACAAAGCTA 

GTGGTGTTCA TCTCGTTCAA CCACTCAATA ACATTTCAAG ATGTTTCGAT 

— __ ___ — 



151 ATTTAAAAGT T ATTGC ATT A ACTTATTTCA TATTACAAAC AAGAGTGTCA 
TAAATTTTCA ATAACGTAAT TGAATAAAGT ATAATGTTTG TTCTC AC AGT 



201 ATGGAACAAT GAAAACCATA TG AC AT ACTA TAATTTTGTT TTTATTATTG 
TACCTTGTTA CTTTTGGTAT ACTGTATGAT ATTAAAACAA AAATAATAAC 

AM 

251 AAATTATATA ATTCAAAGAG AATAAATCCA CATAGCCGTA AAGTTCTACA 

TTTAATATAT TAAGTTTCTC TTATTTAGGT GTATCGGCAT TTCAAGATGT 

Afllll HmdIU 



301 TGTGGTGCAT TACCAAAATA TATATAGCTT AC AAAAC ATG ACAAGCTTAG 
AC AC C ACGT A ATGGTTTTAT AT AT ATCG AA TGTTTTGTAC TGTTCGAATC 

351 TTTG AAAAAT TGC AATCCTT ATCACATTGA C AC AT AAAGT GAGTGATGAG 
AAACTTTTTA ACGTTAGGAA TAGTGTAACT GTGT ATTTC A CTCACTACTC 

401 TCATAATATT ATTTTCTTTG CTACCCATCA TGTATATATG ATAGCCACAA 
AGT ATT AT AA TAAAAGAAAC G ATGGGT AGT AC AT AT AT AC TATCGGTGTT 



Bmyl 



BsiHKAJ 



Bsp1286l 



HgiAJ 



Snol 



Maclll £cc*V jpaU 



451 


AGTTACTTTG 
TCAATGAAAC 


ATGATGATAT 
TACTACTATA 


CAAAGAACAT 
GTTTCTTGTA 


TTTTAGGTGC 
AAAATCCACG 


ACCTAACAGA 
TGGATTGTCT 


501 


ATATCCAAAT 
TATAGGTTTA 


AATATGACTC 
TTATACTGAG 


ACTT AG ATC A 
TGAATCTAGT 


TAATAGAGCA 
ATTATCTCGT 


TCAAGTAAAA 
AGTTC ATTTT 


551 


CTAACACTCT 
GATTGTGAGA 


AAAGCAACCG 
TTTCGTTGGC 


ATGGG AAAGC 
TACCCTTTCG 


ATCTATAAAT AGACAAGCAC 
TAGATATTTA TCTGTTCGTG 


601 


AATGAAAATC 
TTACTTTTAG 


FoVl 

CTCATCATCC 
G AGT AGT AGG 


TTCACCACAA 
AAGTGGTGTT 


TTCAAATATT 
AAGTTTATAA 


ATAGTTGAAG 
TATCAACTTC 






Tfil 


Kootl 






651 


CAT AGT AGT A 
GTATCATCAT 


GAATCCAACA 
CTTAGGTTGT 


ACAATGAAGA 
TGTTACTTCT 


TCATTTTCGT 
AGT AAAAG C A 


ATTTGC TCTC 
T AAAC G AG AG 



Bs-CI ~ Kgal 

Sph! 



701 CTTGCTATTG TTGCATGCAA TGCCTCTGCG TCTAGA 

GAACGATAAC AACGTACGT T ACGGAGACGC AGATCT ^ |' > 4^£ j 

lunedl 2 8 agosto 2000 15 . 5"iT2lf"Page~l U / T ^^ — — 




NomQ 
Gene 


Number 


rtnaar SQnso 
Primer an t± sen so 


Siti di 
clonaggio 
(5'-3«) 


Dimens . 
Amplif . 


lAxl 


X61009 


PLT2 1 7 -GCTCAGCAGAGTTCTATCACTGGCTGGCCAAC 
PLT2 1 9-GGATCCGATTACGTGGCTTTAGCAGACCGTC 


BamHI-Pstl 


2*783 


1Ax2 


M22208 


PLT228 -GG ATCCGCTT AGAAGCATTG AGTGGCCGC 
P LT2 3 0 - GCTC AGCCTATC ACTGGCTGGCC AAC AATGC 


BamHI-Celll 


2.910 


1Bx7 


M22209 


PLTl 8 5 -TCTAGAATGGCACTACTCG ACATGGTTAG 
PLT 1 8 6-CACCATGCAAGCTGCAGAGAG 


Xbal-PstI 


2.853 


!Bxl7 


JC2099 


PLT5 62-TCTAGATATGGCTAAGCGGTTAGTCCTC 
PLT5 63 -GATATCTGCGAGCTGC AGAGAGTTC 


Xbal-SacI 


2.259 


lBy9 


X61026 


P LT2 7 2 -CCCGGGC ACAGAT AAATGTTGTGATTCA 
P LT2 7 3 - GTCG ACTGC AAGTTGC AG AG A GT TCT AT 


Xbal-Sall 


2.771 


1Dx5 


X12928 


Gl B5 -TGTTCCATGCAGGCTACCTCCCACTAC 
PLT 189 -GTCGACATGCCTAAGCACCATGCGAG 


EcoRI-Sall 


3.033 


IDylO 


X12929 


G2 B 3 - AAGCTTTTCATTTTGCATTATTATTGGGTT 
G2 B5 - ACCTTATCC ATGCAAGCTACCTTCCAC 


EcoRI-EcoRI 


2.555 


lDyl2 


X03041 


PLT4 82-GAATTCGCAGATTTGCAAAAGCAATGGCTAAC 
PLT483 -TCT AGAGCTTGf G AG AAAGGGGT AATC ATC AGTG 


EcoRI-PstI 


3.035 


HMW2 


X03346 


PLT488 - G AATTC AGCTT TG AGTGGCCGT AG ATT TGCA 
PLT 4 8 9 -GGATCC AT ATAGGATCTGTCGC ATTCATGGCTG 


EcoRi-BamHI 


3.179 


GlulA 


X03042 


PLT 5 7 1 -TCT AGATGGCTAAGCGGTTGGTCCTC 
PLT572-GATATCGCTCCTTGTTGCATTCAACACTCTTAC 


BamHI-Sall 


2.895 


TG 


M19646 


PLT2 3 7 -TCT AG AATGCC AGAGG ATCTG ATCCTGG AG 
PLT238-GAGCTCTTAGGCGGGGCCGATGATGACG 


Xbal-SacI 


2.072 



Tabella 4 



# 



4 o 



campione 

controllo negativo 

STND 

STND 

STND 

STND 

STND 

STND 



ppm 



OD 450 nm 



0 

0.01 
0.02 
0.04 
0.08 
0,16 
0.2 



0.12 
0.08 
0.12 
0.26 
0.35 
0.67 
0.86 



< 



Curva Standard 




0,05 0.1 0.15 0.2 

concentrazione gliadina (ppm) 



0.25 



campione 

Farina di riso (Reference) 
Nuova Farina 
Farina di frumento 



OD 450 nm ppm 
0.13 
0.15 
0.49 



diluizione 
0.019 1/500 
0.024 1/500 
0.110 1/500000 



% glutine 
0.002 
0,002 
11,024 



% glutine= OD(450)xFx2 

F= Fattore di diluizione 

2= Fattore di conversione per il glutine totale 



Pesata iniziale del campione 5g 
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